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摘要 
水稻是重要的粮食作物之一，全球一半以上的人口以大米为主食。随着世界
人口的增长，人们正面临着越来越严重的粮食危机。如何增加水稻产量一直是作
物育种以及植物学研究的重要目标。近年来水稻遗传育种工作者发现了一些成熟
期叶片的叶绿素不降解或仅少量降解而使叶片仍保持绿色的持绿型水稻品种，研
究发现其叶片持绿性状多数属多基因控制的数量遗传，少数属隐性主效基因控制
的质量性状遗传，相关基因大多已被鉴定及克隆。迄今为止，尚未见穗枝梗持绿
性状的研究报道。佳辐占系本课题组育成的优质高产早稻品种，已在生产上大面
积推广应用，该品种在成熟期穗枝梗仍保持绿色，为了解其穗枝梗持绿性状的遗
传机理，本研究以佳辐占（持绿性）和明恢 2155（非持绿性）为亲本材料，分析
两亲本不同灌浆时期的穗枝梗叶绿素含量变化，进一步构建佳辐占/明恢 2155 的
F2 代遗传分离群体对水稻穗枝梗持绿性进行遗传分析，并运用 SSR 分子标记对
穗枝梗持绿性进行了 QTL 定位分析，以期为揭示穗枝梗持绿性状的遗传机制及
其基因精细定位、克隆奠定基础。本研究主要研究结果如下： 
（1）佳辐占穗枝梗持绿与其抽穗后总叶绿素、叶绿素 a 缓慢降解和叶绿素 b
积累增加密切相关。推测是由于穗枝梗叶绿素 b 代谢受影响而导致叶绿素 b 含量
增加，最终使穗枝梗保持绿色。 
（2）佳辐占穗枝梗叶绿素含量在灌浆后期有一定程度的下降，随后保持基
本稳定，因此该持绿性状基本属于 C 型持绿，但 C 型持绿叶绿素含量达到最高
值后保持稳定，没有出现降解，所以该持绿性状又与 C 型持绿稍有差别。 
（3）F2代中穗枝梗持绿性状表现为多基因控制的数量性状遗传。 
（4）经 SSR 分子标记分析，共检测到控制穗枝梗叶绿素总含量、叶绿素 a
含量、叶绿素 b 含量、叶绿素 a/b 比值的 QTL 位点 12 个，分布在第 1、3、11 号
染色体上，贡献率为 5.8%-16.4%，且在同一条染色体上的相同或相连位置检测
到了不同穗枝梗持绿性状衡量指标的 QTL 位点。 
关键词：水稻；叶绿素；持绿性；遗传分析；基因定位
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Abstract 
Rice is a very important crop as staple food of more than half of the population in 
the world. With the increasing of the world's population, people are facing serious food 
crisis. Increasing rice yield has become an important target in crop breeding and plant 
research. Recently, some rice varieties or germplasms characteristic of stay-green 
leaves have been identified. The chlorophyll of these varieties did not degrade or only 
a small part of degraded in the late mature stage. It was found that the most of the leaf 
stay-green character were controlled by multiple genes, whereas a few of them 
controlled by major genes. Their related genes were identified and cloned. Till now, 
rarely researches on stay-green trait of panicle branch in rice have been reported. In 
former breeding programs, we had developed a new rice variety Jiafuzhan (JFZ) with 
fine quality and high yield. JFZ is used widely in rice production and its panicle branch 
is staying green till late mature stage. In order to elucidate the genetic and molecular 
mechanism of panicle branch stay-green trait of JFZ, a series of experiments were 
conducted. Firstly, JFZ and another rice variety Minghui 2155(MH2155) which panicle 
branch changes yellow in the late mature stage were used to analyze the change of 
chlorophyll content in different grain filling period. Secondly, an F2 genetic segregation 
population derived from JFZ/ MH2155 was developed for genetic analysis of stay-
green trait of panicle branch. Thirdly, SSR molecular markers were used to analyze the 
quantitative trait loci (QTLs) associated this stay-green character. Our results will help 
to reveal the genetic mechanism of the stay-green character of panicle branch and fine 
mapping, cloning these relative genes. The main conclusions of this study were shown 
as follows: 
(1) The stay-green character of panicle branch in JFZ was closely related to the 
slow degradation of CT, Ca and the accumulation of Cb after heading. We proposed 
that the chlorophyll b metabolism of panicle branch is destroyed, which leads to the 
accumulation of chlorophyll b and eventually results in the stay-green of panicle branch. 
(2) We presumed that the stay-green character of panicle branch belonged to C 
type but showed a little difference with C type. 
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(3) The stay-green character of panicle branch belonged to the inheritance of 
quantitative trait controlled by multiple genes. 
(4) A total of 12 QTLs were detected on the contents of total chlorophyll, 
chlorophyll a and chlorophyll b, and chlorophyll a / b ratio of stay-green trait of panicle 
branch. These QTLs distributed on chromosome 1、3、11 and each explained 5.8% to 
16.4% of phenotypic variation. QTL mapping results also showed that related QTLs 
were often located on the same or neighbor regions. 
Key words: Rice (Oryza sativa L); Chlorophyll; Stay-green; Genetic analysis; 
Gene mapping
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第一章  前言 
水稻是一种非常重要的农作物，世界上一半以上的人口都以大米为主食。随
着全球人口持续增长，人们正面临着越来越严重的粮食危机。如何增加水稻产量
一直是作物育种以及植物学研究的重要目标。水稻高产是基因和环境共同作用的
结果。光合作用能够固定大量的碳源，这些碳源以碳水化合物的形式储存在水稻
的籽粒中，因此水稻想要获得高产的前提是必须保证充足的光合作用时间以及光
合作用效率。有研究表明抽穗后所进行的光合作用能够固定的碳水化合物占总产
量的 60%-90%。然而，有些水稻品种在成熟期会过早出现衰老现象，叶片由绿变
黄，叶绿素含量下降，蛋白质降解，导致光合作用速率降低直至缺失，直接影响
水稻产量。因此水稻想要高产，就必须延迟叶片衰老。此外，育种家们陆续在高
粱、小麦、马铃薯中发现了持绿突变株，并发现部分持绿性状有助于产量增加。
近年来，育种家们在水稻中也发现了一些持绿型植株，其在成熟期叶绿素含量不
降解或者只有少部分降解，叶片仍保持绿色。这一发现对育种学家来说具有非常
重要的意义，对其持绿机理的研究可能是使水稻获得高产的一个重要方向。 
1植物的持绿性 
1.1 持绿性状的概念 
持绿性状是指作物在衰老过程中叶绿素不降解或者只有少部分降解，植株
仍保持绿色的现象。叶绿素的降解是一个复杂的网络调控过程，在该过程中某
一步或者多步反应的异常会导致叶绿素不能完成正常的新陈代谢活动，从而出
现各种变异表型，如衰老或持绿。对农作物来讲，成熟期叶绿素含量的保持对
于提高作物产量具有重大的意义，持绿性基因不仅可以帮助人们认识叶绿素代
谢的过程，同时还有助于人们探究如何提高作物产量。有研究表明，持绿突变
株对植株的氮素（N）起着很重要的调控作用，在减少 N 素供给的条件下，它
们对 N 有着更强的汇聚能力，对硝酸根离子的吸收速率上调更快[1]。目前很多
持绿性相关遗传位点已经在玉米、小麦、大豆、高粱以及马铃薯等很多种农作
物中得到研究。 
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1.2 持绿性状的评定 
目前评定植物持绿性的方法主要有：1、直接观察法，该方法是直接用肉眼观
察叶片的绿色程度，人为地划分为不同的等级；2、绿叶面积持续期法，该方法
是通过计算叶片的绿色面积及持续时间，通过一定的换算标准，来划分持绿性的
等级；3、绿色度法，即 SPAD 法，该方法是用叶绿素仪来测定叶片不同部位的
叶绿素相对含量，求出平均值，从而确定持绿性的等级；4、分光光度计测叶绿
素含量法，该方法是先将材料中的叶绿素提取出来，然后通过紫外分光光度计测
量叶绿素的真实含量，并以叶绿素含量为依据来划分持绿程度。 
在上述四种方法中，直接观察法由于人为的主观因素在评价过程中占据着主
要作用，因此误差相比其它几种方法更大。SPAD 法操作简便，结果相对可靠。
分光光度计测量叶绿素含量法相比 SPAD 法操作繁琐，但其结果可靠性更高。绿
叶面积持续期法操作最为繁琐，但其结果的可靠性也最强。 
1.3 持绿性状的分类 
植株的持绿性状按照不同的分类方法可以分为不同的类型，目前关于持绿
性的分类主要有以下两种方法：表型分类和功能分类。 
持绿型植株在成熟期虽然都表现为持绿表型，但其保持持绿的方式不尽相同。
Thomas 等[2]根据持绿突变株中叶绿素含量以及光合速率的变化情况，将作物的
持绿分为五种类型：（1）A 型，与野生型相比，该类型叶片中衰老的启动相对
滞后，光合作用时间相对延长；（2）B 型，与野生型相比，叶绿素含量的下降
与光合作用速率的降低速度较小，能保持较长时间的光合作用；（3）C 型，叶
片的衰老正常启动，光合作用效率的降低也与野生型无异，但叶绿素的含量却保
持不变，该类型仅仅保持了持绿的表型，并未延长光合作用时间；（4）D 型，
叶片的衰老与野生型相比没有正常启动，叶绿素的含量变化复杂，属于前三种类
型的综合形式，光合作用消失；（5）E 型，叶片的衰老和光合速率的变化均和野
生型相同，但叶绿素含量却大大高于野生型植株，在降解过程中，叶绿素能够较
长时间的保持在一个高水平，从而延长光合作用时间。 
水稻等农作物中已经发现了很多持绿突变株，其中有些能够增加产量，有些
只是表现出持绿性状，而对作物产量没有影响。因此，按照是否能够增加作物产
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量可以将持绿表型分为两种类型，即功能性持绿和非功能性持绿[2]。在上面所述
的五种持绿表型中， A、B、E 中光合作用时间均有所延长，经过光合作用得到
的碳水化合物积累量增多，因此属于功能性持绿； C、D 中虽然也表现为持绿表
型，但其光合作用时间并未延长，对产量没有任何贡献，因此属于非功能性持绿。 
目前在很多种植物中已经发现了大量的持绿突变株。在拟南芥中 Ren 等发
现了 nye1-1 突变株[3]，Min Hyuk 等发现了 ore10 和 ore 11 突变株[4] ，Lin 等发
现了 ore1、 ore4-1、ore7、ore9、ore12 突变株[5] ，Yoshida 等发现了 dls1 突变
株[6]。在辣椒中 Barry 等发现了 c1 突变株[7] ，Roca 等发现了 Negral 突变株[8]。
在大豆中 Canfield 等发现了 cytG 和 d1d2 突变株[9]。在水稻中 Kusaba 等发现了
nyc1 突变株[10] ，Park 等发现了 sgr 突变株[11] ，soo-Cheul 等发现了 SNU-SG1 突
变株[12]。在豌豆中 Aubry 等发现了 J12775 突变株[13]。在番茄中 Barry 等发现了
gf 突变株[14]。在高粱中 Thomas 等发现了 QL41 突变株[2]。在硬质小麦中等
Spano 发现了 139、142、196、504 等突变株[15]。在玉米中 Thomas 等发现了 FS854
突变株[2]。 
上述突变株中，ore1、ore4-1、ore7、ore9、ore12 以及 SNU-SG1、139、142、
196、504、FS854 突变株等都属于功能性持绿突变株，其余的是非功能性突变株。
这些持绿突变株的形成原因一般有两个：（1）STAY-GREEN (SGR) 基因突变；
（2）叶绿素降解过程中编码某些酶的基因发生突变。 
2 水稻衰老 
植物在进行正常的生命周期时，后期会发生衰老，衰老过程伴随着叶绿素的
降解，蛋白质及核酸等大分子的裂解，从而出现叶片及枝梗的枯黄，细胞逐渐死
亡的过程。而持绿性植株成熟期叶绿素未发生降解或者只有少部分降解，与衰老
相关的某些代谢过程发生了变化，衰老不能正常进行，因此植株出现了持绿现象。 
2.1 水稻的衰老过程 
在正常条件下水稻的衰老是一种自发过程。叶片是植物的源器官，它通过光
合作用可以为植物提供大量的有机物质，植物的衰老一般是从叶片发起的，叶片
衰老受叶片叶龄信息控制。水稻作为世界上重要的农作物，生育后期叶片早衰现
象较为普遍，尤其是亚种间杂交组合或品种，其早衰现象更为明显[16]。研究表明
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水稻成熟期稻穗中 60%-90%的碳素是通过叶片的光合作用供给的[17]。因此叶片
过早衰老会对水稻产量造成严重影响。理论上讲，如果水稻叶片衰老推迟 1 d，
水稻产量可增加 2%左右，田间试验结果显示其产量增加量达 1%[18]。 
2.2 水稻的衰老机理 
目前衰老机理主要集中在两个方面，一个是细胞程序性死亡衰老理论[19]，
另一个是衰老的自由基理论。 
程序性死亡（PCD）是指植物在长期进化和适应环境的过程中有选择性地使
某些细胞、组织和器官有序死亡的现象。植物衰老和 PCD 存在很多共性：（1）
两者都是基因主动调控的过程，都依赖于基因的转录和蛋白的表达；（2）两者
都是一个程序性事件；（3）都受内外因子影响从而调控过程进行的快慢；（4）
都存在物质转运现象。但植物衰老与 PCD 又不完全相同，植物衰老存在可逆阶
段和不可逆阶段，PCD 可能发生于植物衰老过程中的某一不可逆点，此点之后
PCD 过程开始发生。 
自由基理论指出，随着植株的生长，其体内的活性氧基团或分子积累到一定
程度，从而对细胞造成损伤，导致细胞死亡。植物在长期进化过程中，体内自发
形成了一种清除氧自由基的保护机制，可以通过减少自由基的积累和清除自由基
来降低其对细胞的损伤。自由基、活性氧等基团可以损伤生物膜系统，破坏呼吸
链，降解线粒体 DNA 等。自由基的大量存在会导致细胞内发生一系列自由基反
应，造成脂膜的过氧化，其中间产物丙二醛能够与蛋白和核酸游离的氨基相结合，
形成不溶性化合物，干扰细胞内正常的代谢活动。此外，这些自由基团还会使核
酸羟基化，改变其结构，使基因发生突变。 
衰老是发育的一个退化过程，其对植物来说是一个很好的调节，并且这一调
节是极其复杂的过程。它是长期进化过程中形成的一个自发性适应过程。水稻衰
老过程可以大致分为三个阶段，即衰老的起始、降解和终止。在起始阶段，水稻
受内部因子和外部条件的综合作用，衰老开始启动，随后叶绿素等大分子物质开
始降解，最后随着 DNA 和各种膜系统的裂解，细胞组织发生死亡。衰老开始阶
段最显著的变化就是叶片颜色的改变，由绿色逐渐变黄，随着衰老的进程，黄化
程度越来越高，同时气孔导度下降，蒸腾速率降低，光合作用强度减弱，运输能
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力下降导致淀粉积累[20]。在分子水平上，叶绿体大小及其数量都会发生改变，叶
绿素含量降低，植株的光合作用能力大大下降。与此同时，细胞内所含有的各种
水解酶开始活跃，细胞内的各种物质开始降解[21]。在植物的衰老过程中，其体内
原有的清除活性氧自由基的能力也受到影响，导致活性氧大量积累，从而破坏脂
膜的脂肪酸链，产生大量的丙二醛（MDA）。MDA 对细胞具有极大的破坏作用，
它可以引起蛋白质分子交联，使各种结构蛋白和酶失活，从而导致细胞的生理功
能的丧失。由于酶活性的丧失，细胞内部清除活性氧的能力进一步下降，从而加
速了衰老的进程。在衰老的终止阶段，随着一系列降解反应的进行，叶片颜色变
至深黄直至枯萎，细胞内部染色体凝集，DNA 发生断裂，细胞内部的各种结构
遭到破坏，最终细胞死亡[22]。 
2.3 水稻衰老相关基因 
关于植物衰老的相关研究主要集中在两个方面：（1）叶片早衰，叶片早衰
是指发生基因突变或者转基因的植株其叶片衰老要提前于野生型；（2）叶片持
绿，叶片持绿是指经过基因突变或者转基因的植株，其在成熟期叶片叶绿素不发
生降解或者只有少量降解，叶片仍保持绿色，而野生型植株则表现叶片枯黄[23]。
早衰和持绿是一个复杂的生物学调控过程，涉及到叶绿素的发育、合成、代谢以
及激素调控和细胞死亡等许多过程。许多基因和环境因子在早衰和持绿现象中都
起着很重要的调控作用。植物叶片早衰数据库(http://www.eplantsenescence.org)中
已经摘到 40 多个与水稻叶片早衰和持绿相关的调控基因，其中一些已经得到克
隆。已克隆的早衰基因有 Ospse1、SPL28、OsSAG12-1、Oslms、GnT1 等，持绿
基因有 OsDOS、OsABC-1-2、Cga1、OsFBK12、NOL、PHYB、PHYA 等。水稻中
的 DWARF3、HTD1、DWARF10 是编码蛋白酶和泛素途径转移酶的基因，它们是
拟南芥 MAX2/ORE9、MAX3、MAX4 的同源基因。在水稻的衰老过程中，这些酶
的 mRNA 表达水平均有所上升[24]。 
Kong[25]等发现了一种铆定于核的 CCCH 型锌指蛋白，它能够延缓叶片的衰
老。在自然叶片衰老、幼穗发育、授粉等过程中，虽然 OsDOS 的转录产物得到
大量积累，但它的表达被下调。对该基因进行 RNAi 敲除实验发现它可以加速叶
片衰老，然而它的过度表达则会延迟衰老发生。这一结果表明它对叶片的衰老起
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